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Maltose fermentation activator protein, MAL63 homologue, MAL63 (NCYC1006), 
was cloned from S. cerevisiae NCYC1006. This yeast strain is top-fermenting yeast, and 
ferments maltose very well. Laboratory yeast S. cerevisiae YNN27 ferments maltose very 
poorly, however, the transformant with MAL63 (NCYC1006) could ferment maltose very 
well. Genome sequencing by a next generation sequencer revealed the chromosomal 
location of MAL63 (NCYC1006). These typical chromosomal structures are conserved 
among top-fermenting yeast strains and bottom-fermenting yeast strain. 
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1 はじめに 
現在，地域の特性を生かして，自然界から酵母を分離
し，産業育成に利用している例が数多く見られている．
しかし，これらの例の多くは，清酒醸造への応用であり，
地域のビール，パン製造には，これら地域の酵母は活用
しにくかった．これは，分離された酵母の多くは，マル
トース発酵性が必ずしも強くなかったからである．本研
究は，マルトース発酵性が強い酵母菌株のマルトース発
酵性機構を研究して，その成果を利用して，接合育種に
より，地域の特色ある酵母にマルトース発酵性を付与し，
地域産業への貢献の幅を広げることをめざしたものであ
る．昨年度，当研究室では，マルトース発酵性の強い上
面ビール酵母株 Saccharomyces cerevisiae NCYC1006
から，マルトース発酵関連遺伝子群の転写活性化因子
MAL63 ホモログ遺伝子と MAL33 遺伝子をクローニン
グし，マルトース発酵性の弱い実験室酵母 S. cerevisiae 
YNN27 に導入したところ，MAL33 遺伝子導入形質転換
体では，マルトース発酵性には変化がなかったが，
MAL63 ホモログ遺伝子導入形質転換体では，マルトー
ス発酵性が強力に増大したことを見出した１）．従って，
マルトース発酵関連遺伝子群には，機能するタンパク質
をコードする領域と機能していないタンパク質あるいは、
転写されない遺伝子等がともに存在している可能性があ
ることがわかった．そこで，今回は，機能しているタン
パク質をコードしている上面ビール酵母株 S. cerevisiae 
NCYC1006のMAL63ホモログ遺伝子の染色体上の位置
を調べることとした．MAL63 ホモログ遺伝子は、全ゲ
ノム配列が完全解読されている実験室酵母 S. cerevisiae 
S288C には存在していないので，マルトース遺伝子群の
酵母菌株間での遺伝子存在位置の多様性についても興味
深い知見が得られることが期待された． 
 
2 実験材料と実験方法 
2・1  実験材料 
試薬は，通常，和光純薬の特級あるいは１級のもの
を使用した．但し，酵母培養用の酵母エキス, ペプト
ン等は，Difco 社製のものを使用した．制限酵素等は、
タカラバイオ，東洋紡製のものを使用した． 
2・2 培地 
実験室での通常の酵母培養は、YPD 培地(1% 酵母
エキス，2% ペプトン，2% グルコース)でおこなった．
寒天培地は，通常は 2%で使用した． 
2・3 次世代シークエンサーによるゲノム配列解読 
上面ビール酵母 S. cerevisiae NCYC1006 のゲノム
配列解読は，次世代シークエンサーHiSeq2500 を用い
ておこなった．アセンブリソフトウエア Platanus を
用いて配列アセンブリをおこない，scaffold を作成し
た２）． 
2・4 サザンハイブリダイゼーション及びパルスフィ
ールド電気泳動 
 
 
 
サザンハイブリダイゼーションは，PCR DIG Probe 
Synthesis Kit (SIGMA-ALDLICH 社製)を用いて，プ
ロトコールに従っておこなった．パルスフィールド電
気泳動は，CHEF DRII（バイオ・ラッド製）を用い
ておこなった． 
 
3 実験結果 
3・1 次世代シークエンサーのよるゲノム配列解読 
上面ビール酵母 S. cerevisiae NCYC1006 のゲノム配
列解読は，次世代シークエンサーHiSeq2500 を用いてお
こない、アセンブリソフトウエア Platanus を用いて配
列アセンブリをし，scaffold を作成した．作成された
scaffold の相同性解析及び後に示すハイブリダイゼーシ
ョンの結果及び他のゲノム解読結果等と照合したところ，
上面ビール酵母 S. cerevisiae NCYC1006 の第Ⅶ染色体
の右腕は，Fig. 1 のようになっていると想定された．上
面ビール酵母 S. cerevisiae NCYC1006 の第Ⅶ染色体の
右腕は，ゲノム配列が完全解読された実験室酵母 S. 
cerevisiae の第 VII 染色体右腕とは異なり，マルターゼ
をコードしている MAL12 遺伝子は存在せず，INA1 ホ
モログ遺伝子と MAL63 ホモログ遺伝子が存在している
と推察している．第 VII 染色体の右腕末端にマルトース
発酵関連遺伝子の転写因子である MAL63 ホモログが存
在することで，その酵母菌株のマルトース発酵能力が上
昇したと推察される． 
 
 
3・2 他のゲノム配列と比較 
この特徴的な第 VII 染色体の右腕末端構造は，他の上
面ビール酵母株 Fosters B 株あるいは、FostersO 株の第
Ⅶ染色体の右腕末端とも共通であった２）(Fig. 2)．さら
に ， 下 面 ビ ール 酵 母 Saccharomyces pasotiranus 
Weihenstephan34/70 (W34/70) の S. cerevisiae 型第Ⅶ
染色体右腕末端とも共通であった．加えて，FostersB 株
の MAL11 遺伝子（マルトース透過タンパク質）の ORF
（オープンリーディング配列）には欠失 (deleted 
sequence)があり，フレームシフト変異があると推察さ
れた．この MAL11 遺伝子のフレームシフト変異は，下
面ビール酵母 W34/70 の MAL11 遺伝子にもみられた．
下面ビール酵母 S. pastorianus は，S. cerevisiae と類縁
菌である S. eubayanus の自然交雑体(natural hybrid)で
あると考えられている 3), 4)．従って，下面ビール酵母は，
上面ビール酵母の祖先株の MAL11 遺伝子がフレームシ
フトした後に，自然交雑したと推察された(Fig. 3)． 
 
 
 
3・3 ハイブリダイゼーションによる MAL63 ホモロ
グ遺伝子のコピー数の想定 
次に，ゲノムサザンハイブリダイゼーションを行うこ
とで，想定している上面ビール酵母 S. cerevisiae 
NCYC1006 のゲノム配列を確認することとした．想定し
ている配列であると，Fig. 4(b)のようなハイブリダイズ
するバンドが得られると考えられた．サザンハイブリダ
イゼーションの結果は，Fig. 4(a)に示した．上面ビール
酵母 S. cerevisiae NCYC1006 のゲノム上には，転写活
性化因子 MAL63 ホモログ遺伝子が複数存在する，ある
いは，MAL63 ホモログ遺伝子と相同性がある，他の転
写因子 MAL13, MAL33 遺伝子も同時にハイブリダイズ
されている可能性が示された． 
 
 
 
 
 
 
次に，酵母染色体を電気泳動により分離できるパルス
フィールド電気泳動をおこない，サザンハイブリダイゼ
ーションで，MAL63 ホモログ遺伝子の染色体上の位置
を求めた．その結果は，Fig. 5 に示した．この結果も，
MAL63 ホモログ遺伝子と相同性がある，他の転写因子
MAL13, MAL33 遺伝子も同時にハイブリダイズされて
いる可能性があると考えられた． 
 
 
 
4 考察 
地域の産業にその地域で分離された酵母を使用して，
地域産業育成に利用することは，有望な試みである．し
かし，地域で分離される酵母菌株の多くは，マルトース
発酵性が弱い場合が多く，地域のビール，パン製造に用
いることには問題があった．そこで，マルトース発酵性
が強い酵母菌株のマルトース発酵性の機構を研究するこ
とで，マルトース発酵性の弱い地域の酵母菌株の育種に
役立てることをめざした． 
強力なマルトース発酵性を有する上面ビール酵母 S. 
cerevisiae NCYC1006 のマルトースによる転写活性化
因子のクローニングを試みたところ，強力なマルトース
発酵を誘導する転写因子 MAL63 ホモログ遺伝子をク
ローニングすることができた．次世代シークエンサーに
よるゲノム解読、サザンハイブリダイゼーション等より，
MAL63 ホモログ遺伝子の染色体上の位置を求めたとこ
ろ，第 VII 染色体右腕末端にあることが推定されたが，
複数の染色体上にも存在することも予想された．第 VII
染色体右腕末端のこの特徴的な染色体構造は，他の上面
ビール酵母や下面ビール酵母の染色体構造でも維持され
ていて，マルトース発酵性の強い酵母の進化上の関係と
マルトース発酵性の関係性を考えるに興味深い結果が得
られたと考えている． 
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